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RESUMO

Criopreservacao de oocitos para fertilidade futura: comparacdo da resposta ovariana

entre pacientes oncoldgicas e ndo oncoldgicas

Fundamentos: a criopreservacéo de embrides humanos em ciclos de fertilizacédo in vitro (FIV),
é uma técnica bem estabelecida, confiavel e realizada rotineiramente nos laboratdrios de
reproducéo assistida. Ja a criopreservacdo de oocitos ganhou importancia por se tornar uma
opcao para preservar a fertilidade de mulheres com cancer ou outras doencas cujo tratamento
pudesse comprometer a sua reserva ovariana. Atualmente, 0 grupo que mais procura a
criopreservacao de odcito é o de mulheres que tém desejo de serem maes, mas que ndo véem
possibidade de engravidar no momento, seja por falta de parceiro ou questdes profissionais,
econdmicas ou pessoais. A diferenca entre este dois grupos é: as pacientes que congelam seus
odcitos por adiamento da maternidade sdo saudaveis, enquanto as pacientes oncolégicas sao
portadoras de uma doenga consumptiva, potencialmente letal. Questiona-se se as pacientes
oncoldgicas teriam uma reserva ovariana menor, apresentando uma resposta inferior durante a
inducdo da ovulacdo. Objetivo: avaliar se a ocorréncia de um diagnéstico de cancer interfere,
de alguma forma, na funcdo ovariana, previamente ao tratamento da doenca. Material e
métodos: estudo retrospectivo, através da analise de prontuérios e do banco de dados eletrnico
do laboratério com informacOes referentes aos ciclos de estimulagdo ovariana para
criopreservacdo de oocitos. Resultados: A idade média foi de 35,13 + 3,72 anos, e 51,6% delas
tinham entre 36 e 40 anos. A maioria das pacientes era solteira, 57,6% nos dois grupos. 82,1%
das pacientes apresentava peso normal & avaliacdo do Indice de Massa Corporal (IMC), em
ambos 0s grupos. A maioria das mulheres ndo teve nenhuma gravidez (85,5%), nenhum parto
(95,1%) e nenhum aborto (89,6%) anterior ao tratamento de criopreservacdo. A maioria das
pacientes, 85,9%, realizou apenas uma puncdo. Na maioria dos ciclos foi usado o protocolo
Antagonista tanto para o grupo nao oncolégico como para o oncologico (74,4% e 86,4%,
respectivamente). O numero médio de unidades de gonadotrofina (FSH e hMG) utilizado foi
2.288,1 + 1.159,4 para as pacientes ndo oncoldgicas e 2.355,9 +1.182 para as pacientes
oncologicas. Para 28,3% das mulheres houve 13 dias de inducdo até o dia da puncdo ovariana.
O numero médio de odcitos obtidos, para as pacientes ndo oncoldgicas, foi 11,4 + 8 e para as
pacientes oncoldgicas esse numero foi 13,8 + 9. O numero médio do odcitos maduros
congelados foi 9,7 + 7 para o grupo ndo oncoldgico e 11,2 + 7,2 para o grupo oncolégico. A
maioria (63,1%) das pacientes estudadas congelou até 10 odcitos por ciclo. O cancer mais
incidente foi o de mama. N&o houve diferenca significativa na resposta ovariana de acordo com
o tipo de cancer. Concluséo: A resposta a estimulacdo ovariana das pacientes oncologicas e
nédo oncoldgicas é semelhante, ja que o nimero de odcitos obtidos e congelados dos dois grupos
estudados foi semelhante.

Palavras-chave: Criopreservacdo de o0citos, cancer, preservacdo da fertilidade
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ABSTRACT

Oocyte cryopreservation for future fertility: comparison of ovarian response between

cancer patients and non-cancer patients

Background: the cryopreservation of human embryos in in vitro fertilization (IVF) cycles is a
well-established, reliable and routinely performed technique in assisted reproduction
laboratories. Oocyte cryopreservation gained importance because it became an option to
preserve the fertility of women with cancer or other diseases whose treatment could
compromise their ovarian reserve. Currently, the group that seeks the oocytes cryopreservation
most is women who have a desire to be mothers, but who do not see the possibility of becoming
pregnant at the moment, either for lack of partner or professional, economic or personal issues.
The difference between these two groups is: patients who freeze their oocytes by postponing
motherhood are healthy, while cancer patients are carriers of a potentially fatal, consumptive
illness. It is questioned whether the cancer patients would have a smaller ovarian reserve,
presenting a lower response during ovulation induction. Objective: evaluate if the occurrence
of a diagnosis of cancer interferes, in some way, in ovarian function, prior to the treatment of
the disease. Material and methods: retrospective study, through analysis of medical records
and the electronic database of the laboratory with information about ovarian stimulation cycles
for oocytes cryopreservation. Results: The mean age was 35.13 + 3.72 years, and 51.6% of the
pacients were between 36 and 40 years old. The majority of patients were single, 57.6% in both
groups. 82.1% of the patients presented normal weight to the body mass index (BMI) in both
groups. Most women had no pregnancies (85.5%), no births (95.1%), and no abortions (89.6%)
prior to cryopreservation. Most patients, 85.9%, performed only one puncture. In most cycles,
the Antagonist protocol was used for the non-oncologic and oncological groups (74.4% and
86.4%, respectively). The mean number of gonadotrophin (FSH and hMG) units used was
2,288.1 £ 1,159.4 for non-cancer patients and 2,355.9 + 1,182 for cancer patients. For 28.3%
of the women there were 13 days of induction until the day of the ovarian puncture. The mean
number of oocytes obtained for non-cancer patients was 11.4 + 8 and for cancer patients this
number was 13.8 £ 9. The mean number of frozen mature oocytes was 9.7 £ 7 for the non-
oncological group and 11.2 + 7.2 for the oncological group. The majority (63.1%) of the
patients, frozen up to 10 oocytes per cycle. The most incident cancer was the breast cancer.
There was no significant difference in ovarian response according to the type of cancer.
Conclusion: The response to ovarian stimulation of oncological and non-oncological patients
is similar, since the number of oocytes obtained and frozen from the two groups studied was
similar.

Key-words: Oocyte cryopreservation, cancer, fertility preservation
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APRESENTACAO

Esse trabalho refere-se a dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Aplicadas ao Cancer da Faculdade Ciéncias Médicas Minas Gerais
(FCM-MG) e representa requisito parcial para obtencéo do titulo de Mestre. Essa dissertacdo é
parte de um projeto que abordou os aspectos relacionados a comparagdo da resposta ovariana
entre pacientes oncoldgicas e ndo oncoldgicas, através da criopreservacdo de odcitos para
fertilidade futura.

De acordo com a opc¢do de formato contemplada pelo regulamento do programa, esta
dissertacdo baseia-se em artigo produzido durante o Mestrado, intitulado: “Criopreservagdo de
odcitos para fertilidade futura: comparagdo da resposta ovariana entre pacientes oncolégicas e
nao oncologicas”. O estudo foi conduzido avaliando-se prontuarios de 187 mulheres que
procuraram o servico da clinica Pré-Criar Medicina Reprodutiva, nos periodos entre janeiro de
2010 e abril de 2017, com o objetivo de criopreservar seus 00citos por motivos sociais ou
oncologicos. Os dados foram obtidos de forma retrospectiva, avaliando-se dados eletrdnicos e
de prontuérios das pacientes, afim de se obter o numero de odcitos maduros congelados pelas
pacientes oncoldgicas e ndo oncoldgicas. Também foram analisados dados antropométricos;
contagem de foliculos antrais, para avaliacdo da reserva ovariana; nimero de punc¢des ovarianas
realizadas; nimero de o6citos maduros obtidos e congelados por paciente; tipo de cancer mais
incidente e comparacgéo da resposta ovariana com relacéo ao tipo de cancer dos dois grupos de
pacientes estudados. O beneficio esperado dessa pesquisa € compreender se o diagndstico de
cancer influencia, de alguma forma, na funcdo ovariana, previamente ao tratamento da doenca,
e em quais parametros ele mais interfere, em caso afirmativo; além de informar as pacientes
sobre a importancia de criopreservar seus gametas ainda em idade ndo avangada, para futura

gestacdo, e anteriormente ao tratamento da doenca, nos casos oncoldgicos.



1 CONSIDERACOES INICIAIS

1.1 Fertilizagdo in vitro e criopreservacdo de embrides

A fertilizacdo in vitro (FIV) é uma técnica segura, bem estabelecida e rotineiramente
utilizada nos laboratorios de reproducdo assistida (RA). Ela consiste em ajudar casais inférteis,
que desejam ter filhos, mas que, naturalmente, ndo sdo capazes. O primeiro bebé nascido a
partir da FIV foi Louise Brown, em 25 de julho de 1978 e, a partir dai a técnica vem sendo
aprimorada e cada vez mais procurada no mundo inteiro (1).

A criopreservacdo de embribes foi realizada desde os primeiros anos da técnica de
reproducao assistida, ha mais de 30 anos e, hoje em dia, a transferéncia de embriGes vitrificados
e aquecidos posteriormente € tdo eficiente quanto a transferéncia de embribes a fresco; e 0
tempo de armazenamento desses embrides ndo afeta as taxas de nascidos vivos. Ela surgiu da
necessidade de se preservar os embrides excedentes gerados nos ciclos de RA, o que é bastante
comum. Entretanto, essa técnica tem algumas exigéncias e empecilhos: ela requer um parceiro
ou um doador de sémen, para que o embrido possa ser formado, além de seu congelamento
gerar problemas éticos, legais e morais, em alguns paises. Alguns casais ficam preocupados
com o descarte desses embrides excedentes e preferem limitar o nimero de odcitos fertilizados
) ).

Desde a primeira gravidez e parto com embriGes criopreservados (4), varios protocolos
foram introduzidos, que se diferenciam um do outro em relacdo ao tipo e concentracdo de
crioprotetores, tempo de equilibrio, taxa de resfriamento e dispositivos de criopreservagédo
utilizados. Entdo, duas técnicas principais de criopreservacdo foram adotadas: o congelamento
lento e a vitrificacdo (3) (5).

As gravidezes de blastocistos criopreservados foram relatadas nos primeiros anos de
FIV, mas a tendéncia para a transferéncia de embrides no estagio de clivagem restringiu o
progresso nessa area. Essas gravidezes foram alcancadas apds o congelamento e
descongelamento lento, utilizando o crioprotetor permeavel glicerol. A primeira gravidez de
blastocistos vitrificados foi alcancada utilizando-se etilenoglicol (EG) e dimetilsulfoxido
(DMSO) como crioprotetores. Blastocistos que sobrevivem a criopreservagao, tanto por
congelamento lento como por vitrificacdo, podem se implantar em taxas equivalentes a

blastocistos frescos. A vitrificacdo €, atualmente, associada a taxas de sobrevivéncia mais altas,
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embora laborato6rios que executem o congelamento lento também alcancem resultados

comparaveis (5).

1.2 Técnicas de criopreservacao

O objetivo da criobiologia € impedir a morte celular a baixissimas temperaturas,
preservando a vitalidade da célula e sua capacidade de multiplicagdo. Para se conseguir isso,
faz-se necesséario eliminar as duas principais causas de morte celular associadas a
criopreservacdo, formacdo de gelo (6) e concentracBes letais de solutos (7), mantendo a
capacidade funcional das organelas intracelulares. A expulsdo intracelular de &gua e,
consequentemente, a reducdo da formacdo de gelo intracelular é facilitada pela exposicéo a
crioprotetores ou que permeiam a membrana celular, eliminando a &gua através de um gradiente
osmético como, por exemplo, o propanodiol (PROH), DMSO ou EG; ou crioprotetores que
fornecem um gradiente continuo, mas ndo permeiam a membrana celular, como a sacarose.
Crioprotetores permedaveis também ajudam a equilibrar outros solutos intracelulares que sédo
letais em altas concentracdes. Essa condigdo hiper-osmotica letal também promove a formacao
de cristais de gelo no ambiente extracelular a medida que a temperatura é reduzida e, como
consequéncia, ocorre a desidratacdo da célula. Essa desidratacdo é dependente da velocidade a
que a temperatura diminui e da permeabilidade da célula a agua (5) (8) (9). Estes principios sdo
fundamentais para a criopreservacdo e sdo aplicados de diferentes maneiras nas clinicas de
reproducdo assistida, através do congelamento lento e da vitrificagdo.

O congelamento lento consiste na lenta e gradual remocdao de dgua de dentro da célula,
afim de se evitar a formacdo de cristais de gelo em seu interior e um aumento excessivo da
osmolaridade intracelular. Antes do congelamento propriamente dito, € necessaria uma
desidratacdo das células, sem seu encolhimento excessivo. Essa desidratacdo é conseguida por
exposicao a crioprotetores permeaveis em concentragdes < 1,5 Molar (M) e crioprotetores ndo
permeéveis em concentracdes <0,3 M. Durante a técnica, o processo de desidratagdo € pensado
para continuar até -30°C, temperatura esta que faz com que toda agua remanescente congele (3)
(10) (12).

Na pratica, o congelamento lento envolve o equilibrio de odcitos e embrides em uma ou
mais solucdes de desidratacéo por periodos de até 10 minutos e, depois disso, eles séo colocados
em hastes ou palhetas de plastico em um volume de, aproximadamente, 20ul. Esses recipientes

séo colocados em uma méaquina de congelamento lento programavel, que diminui lentamente a
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temperatura [aproximadamente 0,3°C/minutos (min)] até atingir -30°C. Ao atingir -30°C, a
temperatura é entdo reduzida rapidamente a -150°C (aproximadamente -50°C/min.) antes de
serem armazenados em nitrogénio liquido (3).

O mesmo principio de desidratacdo também é aplicado a técnica de vitrificacdo.
Alcangar a vitrificacdo (ou seja, um estado similar ao de vidro) dentro de uma célula, tanto uma
reducdo no conteudo de dgua como um citoplasma altamente viscoso sdo necessarios (12). E
isso é facilitado pela exposicédo a altas concentracdes de crioprotetores permeaveis (> 4 M) e
ndo permeaveis (> 0,5 M) que resultam em uma extrema contracdo celular. No entanto, para
minimizar o impacto das condi¢Bes hiper-osméticas, o tempo de exposicédo é reduzido a 1
minuto (3) (13). Apesar da alta concentracdo de apenas um crioprotetor permeavel ser letal as
células ou prejudicar seu desenvolvimento, varios crioprotetores foram utilizados juntos, afim
de reduzir sua toxicidade individual enquanto s&o usados na vitrificagéo (10) (11) (14) (15).

E possivel realizar a técnica de vitrificagdo com sucesso utilizando-se concentrages
reduzidas de crioprotetores (< 3M) se uma reducéo rapida na temperatura for alcancada por
contato direto do odcito/embrido com nitrogénio liquido, mas isso também exigira uma rapida
elevagéo da temperatura no momento do descongelamento (16).

Na préatica, a vitrificacdo é feita através da exposicdo de odcitos e embrides a
concentracdes de crioprotetores permeaveis semelhantes as utilizadas no congelamento lento
(geralmente combinacdes de EG, DMSO e PROH), seguido de uma exposi¢ao rapida (<1 min)
as altas concentragdes descritas acima, antes de serem colocados em palhetas plasticas, em um
volume muito pequeno [(0,1 microlitros (ul)], para facilitar o rapido resfriamento. A reducao
rapida da temperatura é alcancada pela exposicdo imediata ao nitrogénio liquido. Também é
importante que o0 aquecimento seja extremamente rapido e feito por reidratacdo gradual,

utilizando abordagens semelhantes as empregadas ao descongelamento lento (3).

1.3 Criopreservacgéo de o0citos

A técnica de criopreservagdo de o0citos € mais recente a criopreservacao de embrides e
enfrentou maiores desafios para deixar de ser considerada experimental. O odcito é uma célula
grande, Unica, altamente especializada e dinamica. Devido as suas dimensdes, apresenta baixa
area de superficie em relagédo ao seu volume, o que dificulta sua desidratacdo. Alem disso, sua

membrana possui baixa permeabilidade hidrica, o que leva a retencdo de agua intracelular,
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aumentando o risco de formacéo de cristais de gelo dentro da célula durante o congelamento,
prejudicando a sobrevivéncia celular.

A primeira publicacdo relatando um nascimento com a utilizacdo de odcitos
criopreservados com a técnica do congelamento lento ocorreu em 1986 e, somente no final da
década de 1990, foram publicados novos relatos com a adi¢do de colina ao meio de
congelamento. Devido as propriedades osmo e membrana-protetora dessa substancia, houve
uma melhora nos resultados (10) (11) (17). Entretanto, as publica¢des continuavam mostrando
diferencas na qualidade dos embrides provenientes de oocitos frescos e de odcitos
criopreservados e taxas de sobrevida e gestagdo muito baixas apos o descongelamento, o que
limitava seu uso clinico (10).

A primeira aplicacéo clinica bem sucedida de criopreservacao de o6citos humanos pela
técnica de vitrificacdo (18), envolveu o uso de concentracbes muito altas de um Unico
crioprotetor permeéavel (7,1 M EG) e um Unico ndo permeavel (0,6 M sacarose), e que resultou
em um nascimento vivo. Uma modificacdo desta abordagem (5.5 M EG, 1.0 M de sacarose) foi
utilizada com sucesso em outros pequenos estudos (19) (20) antes de um método com base em
uma mistura de crioprotetores permeaveis (2,7 M EG e DMSO 2,1 M) e sacarose 0,5 M ser
introduzida (21) e se tornar o método mais adotado (3) (22) (23). A comprovacdo da seguranca
para as criangas nascidas, apos a FIV de odcitos que foram vitrificados, e a padronizacdo da
técnica permitiu que a criopreservacdo de odcitos deixasse de ser considerada experimental (24)
(25) (26) (27) (28).

1.4 Cancer e como ele pode afetar a fertilidade

Cancer descreve um grupo de mais de 200 doencas, cada uma com alteracGes
moleculares distintas e heterogéneas, que resultam em uma falha no mecanismo celular que
controla seu crescimento, morte e diferenciagdo. A partir das primeiras observacdes dos
cromossomos anormais nas celulas cancerigenas, da identificagdo do primeiro proto-oncogene
e, agora, da andlise de genes especificos da doenca e sua rede de sinaliza¢des, reconhecemos o
cancer como uma complexa e consumptiva doenca genetica adquirida (29).

Nos ultimos anos, o cancer tornou-se um problema de salide publica mundial, sendo
responsavel por 12% dos 6bitos em todo 0 mundo, configurando-se como a segunda causa de
morte nos paises desenvolvidos (30). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou

a ocorréncia de 600 mil novos casos no biénio 2016-2017, principalmente de prdstata em
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homens e de mama nas mulheres, sendo que algumas destas mulheres ainda estavam em idade
reprodutiva e outras ainda nem tiveram seus filhos, devido ao adiamento da maternidade (31).

A incidéncia de cancer esta exponencialmente correlacionada com a idade, dos 10 aos
60 anos. Nos adolecentes e jovens adultos, o desenvolvimento da doenga esta mais relacionado
com mecanismos bioldgicos idade-dependentes como, por exemplo, encurtamento de telémeros
e mutacgOes indutoras de carcinogénese que aumentam com a idade. No entanto, a maioria das
neoplasias nessa faixa etaria ndo esta relacionada com carcindgenos ambientais. As neoplasias
mais incidentes dos 15 aos 30 anos de idade séo linfoma de Hodgkin, melanoma, tumor de
testiculo, neoplasias do trato genital feminio cancer de tiredide, sarcomas de partes moles,
cancer de mama e tumor de células germinativas extragonadais, sendo responsaveis por 95%
das neoplasias nessa faixa etaria (30) .

Com os avancos no diagndstico e tratamento do céncer nas Ultimas quatro décadas,
houve um aumento significativo nos indices de cura e sobrevida, passando a haver uma maior
valorizacdo da qualidade de vida dos sobreviventes (31). Entretanto, os efeitos da quimio e
radioterapia utilizadas no tratamento podem comprometer a fertilidade futura (32) (33) (34)
(35). Alguns agentes quimioterapéuticos, radioterapia abdominal ou pélvica, transplante de
medula 6ssea e cirurgia para neoplasias ginecoldgicas apresentam alto risco de lesdo gonadal.
Estima-se que cerca de 42% das mulheres doentes de cancer em idade reprodutiva podem
desenvolver insuficiéncia ovariana prematura, como conseqiéncia da terapia do cancer (36).

Embora os efeitos adversos do tratamento do cancer sobre a fertilidade feminina ja
sejam bem estudados e conhecidos, os potenciais efeitos adversos da propria doenca
permanecem desconhecidos. Uma teoria é que essas mulheres possam responder mal ao
estimulo ovariano porque o cancer €, tipicamente, um estado catabdlico, aumentando os niveis
de hormdnio do estresse (37). Em geral, a malignidade é associada a um aumento do estado
catabdlico e a desnutricdo, portanto, a maioria dos pacientes experimenta perda de peso e
diminuicdo da capacidade reprodutiva. Hormonios do estresse também podem reduzir ainda
mais a fertilidade, levando a um aumento da prolactina e secrecdo endégena de opiaceos que,
por sua vez, suprime as gonadotrofinas. A metastase de alguns canceres, no hipotalamo e
hipéfise, também podem afetar a secrecdo dessas gonadotrofinas, resultando em
hipogonadismo e consequente infertilidade. As citocinas (interleucinas e fatores de necrose
tumoral), que sdo secretadas por tecido tumoral, também podem ser parcialmente responsaveis
pelo declinio da fertilidade das mulheres antes do inicio da terapia (38) (39) (40).

Disfuncdes testiculares e anormalidades do sémen também foram relatadas em homens

com linfoma de Hodgkin, antes do inicio de terapia (41). Em um estudo realizado em 158
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pacientes do sexo masculino com linfoma de Hodgkin (42), observou-se dano grave a
fertilidade em 21% dos pacientes antes do tratamento. A diminuicdo da fertilidade foi mais
proeminente nos pacientes com taxa de sedimentacdo de eritrocitos e naqueles com doenca
avancada. Em outro estudo, a analise do sémen mostrou que 70% dos pacientes com linfoma
de Hodgkin tiveram a fertilidade reduzida anteriormente ao tratamento do céancer,

independentemente do estagio da doenca ou sintomas sistémicos (38) (40) (43).

1.5 Preservacdo da fertilidade futura: técnicas existentes

A preservacdo da fertilidade, por raz6es oncoldgicas e ndo oncoldgicas (criopreservacao
social), passou a ser considerada um ponto muito importante, principalmente para mulheres
jovens que nao tém a prole definida e desejam constituir uma familia no futuro (32) (36).

Hoje em dia, algumas técnicas ja bem estabelecidas e outras em fase experimental estdo
disponiveis para que essas mulheres ndo precisem abrir mdo do sonho de serem maes, seja num

futuro préximo ou mais distante.

Criopreservagao de embrides

A criopreservacdo de embrides é realizada desde os primeiros anos de RA, ha mais de
30 anos. Hoje em dia, a transferéncia de embrides vitrificados e aquecidos em ciclos de
estimulacdo ovariana é tao eficiente quanto a transferéncia de embrides frescos e o tempo de
armazenamento desses embrifes em nitrogénio liquido ndo afeta a taxa de nascidos vivos. Essa
técnica € a mais escolhida entre as mulheres casadas, ja que seus o0citos serao fertilizados com
0s espermatozoides dos prdprios parceiros. Entretanto, a criopreservacao de embrides tem
algumas limitagdes e exigéncias. Ela requer a existéncia desse parceiro masculino ou o uso de
sémen de dadores, e também abre portas a preocupacOes éticas e legais sobre o destino dos
embrides, caso 0 paciente morra ou a mulher e seu parceiro se separem. Além disso, a
criopreservacao de embrides também requer que a paciente passe por uma estimulacao, puncao
ovariana e FIV, com utilizacdo de hormonios e medicamentos que fardo com que seus foliculos
ovarianos cresgam e possam ser puncionados para retirada dos oocitos e, mais tarde, fertilizados
artificialmente em laboratorio. Essa técnica demanda o tempo necessario para a estimulagéo,
que dura cerca de 14 dias e, em casos de pacientes oncoldgicas, esse tempo pode ser
fundamental para o inicio do tratamento da doenca (2) (3) (44).
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Criopreservacdo de odcitos

A criopreservacao de o0citos pode contornar essas questdes. Quando a preservacao da
fertilidade € realizada por indicacdes benignas ou razdes pessoais, essa técnica €, claramente, a
estratégia de maior rendimento (3) (44). Além disso, ela da as mulheres a possibilidade de
autonomia reprodutiva, ou seja, elas nao precisam ter um parceiro ou buscar sémen de doadores
para gerar embrides (2) (45). Para mulheres em idade fértil avancada, que ainda ndo desejam
conceber, esta técnica pode ser usado para ampliar seu potencial de fertilidade, em visdo do
declinio da qualidade dos o6citos com o avanco da idade (44).

Novamente, a criopreservacdo de odcitos também tem suas limitagfes. Ela também
demanda tempo para que a estimulacdo ovariana possa ocorrer; as pacientes devem ser pés-
puberes, ja que havera uma inducdo hormonal para crescimento e retirada dos odcitos e, nos
casos de pacientes oncoldgicas, o protocolo de estimulacdo deve ser bem especifico e
controlado, de acordo com a sensibilidade de cada tipo de cancer ao esterdide (2) (3) (44) (45).

Criopreservacdo de tecido ovariano

A criopreservacdo de tecido ovariano é a Unica opgdo para preservacao da fertilidade
em criancas e adolecentes pré-puberes e em mulheres que ndo podem adiar o inicio dos
tratamentos do cancer (quimioterapia e radioterapia), j& que ela ndo necessita de inducédo
hormonal e nem de tempo para que isso ocorra (2) (44) (45) (46). A técnica ainda é considerada
experimental (47), mas pode se mover em dire¢cdo a maior implementacéo clinica com o uso de
rigorosos critérios de selecdo (48).

A técnica consiste na remocdo do tecido ovariano (bidpsia parcial ou remocéao de todo
0 6rgdo) e seu cortex, onde é encontrada a maioria dos foliculos antrais, e cortado em tiras.
Essas tiras sdo entdo criopreservadas, por congelamento lento ou vitrificacdo. Apds o
descongelamento, se ndo houver risco de transmissdo de células malignas, no caso de pacientes
oncologicas, o tecido ovariano pode ser enxertado para o préprio ovario ou reimplantado no
peritdneo. Se houver risco de transmissdo de células cancerigenas, os foliculos ovarianos podem
ser isolados e cultivados, in vitro, para se obter o6citos maduros, que poderao ser fertilizados e
transferidos para a paciente, posteriormente. Esta técnica também pode ser usada em mulheres
com doencas benignas ou naquelas com declinio da fertilidade devido a idade avangada (2)
(49).
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1.6 Criopreservacao de oocitos: cancer e adiamento da maternidade por razdes sociais
(criopreservacéao social)

Embora pudesse ser utilizada para se evitar a formagdo de embriGes excedentes em
ciclos de RA, atendendo a questbes pessoais ou a legislacdes especificas, a criopreservacao de
odcitos ganhou importancia por se tornar uma opcao para preservar a fertilidade de mulheres
com um cancer ou outras doencas cujo tratamento pudesse comprometer a sua reserva ovariana
(50), se tornando uma das técnicas mais utilizadas atualmente, com taxas de gravidez
potencialmente significativas apos o descongelamento e FIV (36).

As taxas de sobrevivéncia de pacientes com cancer sdo cada vez maiores, mas um
tratamento bem-sucedido, geralmente leva a uma reducéo ou perda da fertilidade. Sabe-se que
tratamentos de quimioterapia e radioterapia tem efeito citotoxico e podem levar a faléncia
ovariana. A irradiacdo total do corpo, abdominal ou pélvica pode causar danos irreversiveis no
ovario e no utero, dependendo da dose de radiacdo, cronograma de fracionamento e idade no
momento do tratamento (51). A criopreservacdo de od6citos, antes do tratamento
quimioterapico, proporcionaria a chance de gravidez futura, caso esses tratamentos levem a
infertilidade. Além do céncer, ha outras doencas ou tratamentos que também podem
comprometer a fertilidade feminina, como tumores ovarianos benignos, predisposicdo genética,
endometriose e tratamento de doencas autoimunes. Pacientes com essas doencas também
seriam candidatas a preservacdo da fertilidade através da criopreservacdo de odcitos,
anteriormente ao tratamento da doenca (52).

Vérias sociedades médicas, que representam os oncologistas de todo o mundo,
recomendam que se discuta a fertilidade futura e se ofereca as pacientes jovens com cancer as
técnicas ja estabelecidas e experimentais de preservacdo da fertilidade. Entretanto, devido a
falta de informacdo a pacientes e médicos, pouca disponibilidade de centros especializados e
de pessoal capacitado, 0 acesso das pacientes a estas técnicas € dificultado (53). Para mudar
esta situacdo, é essencial uma maior colaboracdo entre o oncologista e o especialista em
infertilidade, assim como a divulgacao da oncofertilidade para a populacdo em geral e para 0s
profissionais de saude (44) (54) (55).

O grupo que procura a criopreservacao de o0citos que mais cresce nos Ultimos anos é o
de mulheres que tém desejo de serem maes, mas que ndo véem possibidade de engravidar no
momento ou em um futuro proximo, seja por falta de parceiro ou questbes profissionais,
econdmicas ou pessoais. Essas mulheres temem pela diminuicéo da reserva ovariana e perda da

fertilidade com o passar do tempo, especialmente quando se aproximam dos 35 anos (44) (53).
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InvestigacBes sobre as caracteristicas das mulheres que congelam seus 00citos por
razdes sociais descobriram que, no momento da criopreservacao, a maioria ja estd com 30 anos
ou mais, bem estabelecidas profissionalmente, com uma situacdo financeira confortavel e,
contrariamente ao que se pensa, a maioria cita a falta de parceiro como principal motivo para o

congelamento de odcitos (24).

2 JUSTIFICATIVA

As pacientes oncoldgicas e as que congelam 6vulos por razGes pessoais sdo diferentes
da populacdo usual de pacientes de uma clinica de RA, por se tratarem de pacientes nao inférteis
embora, na maioria dos casos, ndo terem a sua fertilidade testada.

Entre este dois grupos de mulheres existe, entretanto, uma diferenca. As pacientes que
procuram o congelamento de odcitos por adiamento da maternidade por questdes pessoais sdo
saudaveis, enquanto as pacientes oncoldgicas sdo portadores de uma doenca consumptiva,
potencialmente letal. Por esta razdo, questiona-se se as pacientes oncoldgicas, mesmo antes de
qualquer tratamento, teriam uma reserva ovariana menor, apresentando uma resposta inferior
durante a inducdo da ovulagdo, produzindo um namero menor de o6citos por ciclo, para
criopreservagao (56) (57).

Alguns estudos sugerem a ocorréncia de um efeito negativo do cancer sobre a fungédo
ovariana, mesmo antes de iniciar o tratamento da doenca. No entanto, outros estudos ndo
encontraram impacto significativo na reserva ovariana ou na resposta a estimulacdo dessas
pacientes. Os dados relativos a este assunto sdo conflitantes e o possivel efeito adverso do
préprio cancer permanece desconhecido (36) (58), por isso, nos propusemos a avaliar a resposta
ovariana nos ciclos de criopreservacdo de odcitos, comparando 0s casos de preservacdo da
fertilidade em pacientes oncolégica e ndo oncoldgicas, para determinar se qualquer diferenca

pode ser atribuida ao diagndstico da doenga.
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3 OJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Comparacdo da resposta ovariana em ciclos de estimulacdo ovariana para
criopreservacdo de odcitos, baseada no nimero de gametas maduros obtidos entre as pacientes

oncoldgicas e as ndo oncoldgicas (por adiamento da maternidadade).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar as diferencas antropométricas e a reserva ovariana medida pela contagem de
foliculos antrais nos dois grupos;

e Comparar o0 nimero de puncdes, niUmero de o0citos obtidos e nimero de 0dcitos
congelados por paciente;

e Avaliar os tipos de cancer mais incidentes e comparar a resposta ovariana entre as
pacientes com tipos diferentes de cancer.
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Resumo

Objetivo: avaliar se a ocorréncia de um diagnostico de cancer interfere, de alguma forma, na
resposta ovariana, previamente ao tratamento da doenca. Material e métodos: estudo
retrospectivo, através da andlise de prontuarios e banco de dados eletrénico do laboratério, com
informacdes referentes aos ciclos de estimulacdo ovariana para criopreservacdo de o0citos.
Resultados: A idade meédia foi de 35,13 + 3,72 anos, e 51,6% delas tinham entre 36 e 40 anos.
A maioria das pacientes era solteira, 57,6% nos dois grupos. 82,1% das pacientes apresentava
peso normal & avaliacdo do indice de Massa Corporal (IMC), em ambos 0s grupos. A maioria
das mulheres ndo teve nenhuma gravidez (85,5%), nenhum parto (95,1%) e nenhum aborto
(89,6%0) anterior ao tratamento de criopreservacdo. A maioria das pacientes, 85,9%, realizou
apenas uma puncéo. Na maioria dos ciclos foi usado o protocolo Antagonista tanto para o grupo
ndo oncoldgico como para o oncolégico (74,4% e 86,4%, respectivamente). O nimero médio
de unidades de gonadotrofina (FSH e hMG) utilizado foi 2.288,1 + 1.159,4 para as pacientes
ndo oncoldgicas e 2.355,9 +£1.182 para as pacientes oncoldgicas. Para 28,3% das mulheres
houve 13 dias de inducdo até o dia da puncdo ovariana. O nimero médio de odcitos obtidos,
para as pacientes ndo oncoldgicas, foi 11,4 + 8 e para as pacientes oncoldgicas esse numero foi
13,8 £ 9. O nimero médio do odcitos maduros congelados foi 9,7 + 7 para 0 grupo nao
oncologico e 11,2 + 7,2 para o grupo oncolégico. A maioria (63,1%) das pacientes estudadas
congelou até 10 odcitos por ciclo. O cancer mais incidente foi 0 de mama. Ndo houve diferenca
significativa na resposta ovariana de acordo com o tipo de cancer. Concluséo: A resposta a
estimulacdo ovariana das pacientes oncoldgicas e ndo oncoldgicas é semelhante, ja que o
numero de odcitos obtidos e congelados dos dois grupos estudados foi semelhante.

Abstract

Objective: evaluate if the occurrence of a diagnosis of cancer interferes in ovarian response,
prior to the treatment of the disease. Material and methods: retrospective study with
information about ovarian stimulation cycles for oocytes cryopreservation. Results: The mean
age was 35.13 £ 3.72 years, and 51.6% of the pacients were between 36 and 40 years. The
majority of patients were single, 57.6% in both groups. 82.1% of the patients presented normal
weight to the body mass index (BMI) in both groups. Most women had no pregnancies (85.5%),
no births (95.1%), and no abortions (89.6%) prior to cryopreservation. In most cycles, the
Antagonist protocol was used for both groups. For 28.3% of the women there were 13 days of
induction until the day of the ovarian puncture. The mean number of oocytes obtained for non-
cancer patients was 11.4 + 8 and for cancer patients this number was 13.8 + 9. The mean number
of frozen mature oocytes was 9.7 + 7 for the non-oncological group and 11.2 + 7.2 for the
oncological group. The majority (63.1%) of the patients, had up to 10 oocytes frozen per cycle.
The most incident cancer was the breast cancer. There was no significant difference in ovarian
response according to the type of cancer. Conclusion: The response to ovarian stimulation of
oncological and non-oncological patients is similar, since the number of oocytes obtained and
frozen from the two groups studied was similar.
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INTRODUCAQ

A criopreservagdo de embrides humanos em ciclos de fertilizagdo in vitro (FIV), é uma
técnica bem estabelecida, confiavel e realizada rotineiramente nos laboratorios de reproducéo
assistida (RA), com resultados consistentes e taxas de gravidez semelhantes as dos ciclos com
transferéncia de embrides a fresco (1) (2) (3) (4) (5).

O mesmo procedimento passou a ser utilizado para se criopreservar 00citos, porém o
desafio foi muito maior, devido as suas caracteristicas fisicas. O odcito € uma célula grande,
Unica, altamente especializada e dindmica. Devido as suas dimensdes, apresenta baixa area de
superficie em relacdo ao seu volume, o que dificulta sua desidratacdo. Além disso, sua
membrana possui baixa permeabilidade hidrica, o que leva a retencdo de agua intracelular,
aumentando o risco de formacao de cristais de gelo dentro da célula durante o congelamento,
prejudicando a sobrevivéncia celular.

O chamado congelamento lento, usado inicialmente em embriBes, consiste na lenta e
gradual remocédo de agua de dentro da célula, afim de se evitar a formacéo de cristais de gelo
em seu interior e um aumento excessivo da osmolaridade intracelular.

A primeira publicagdo relatando um nascimento com a utilizacdo de od6citos
criopreservados com esta técnica ocorreu em 1986 e, somente no final da década de 1990, foram
publicados novos relatos com a adicdo de colina ao meio de congelamento. Devido as
propriedades osmo e membrana-protetora dessa substancia, houve uma melhora nosresultados
(6) (7) (8). Entretanto, as publica¢es continuavam mostrando diferengas na qualidade dos
embrides provenientes de odcitos frescos e de odcitos criopreservados e taxas de sobrevida e
gestacdo muito baixas ap0s o descongelamento, o que limitava seu uso clinico (6).

A introducdo da técnica de vitrificacdo, em 1983 (6), mudou totalmente este cenario,
com aumento das taxas de sobrevida e de gravidez. Essa técnica consiste na transformacao de
uma solucdo liquida em uma solucdo vitrea. Ela determina uma extrema elevacdo da
viscosidade, com solidificagdo da solugcdo sem a formacdo de cristais de gelo em baixas
temperaturas, 0 que aumenta a sobrevida das células criopreservadas. A técnica exige uma
queda rapida na temperatura; para que isso ocorra 0 odcito deve ser colocado no menor volume
possivel de solucdo, com altas concentragdes de crioprotetores (6) (7) (9). A comprovacao da
seguranga para as criancas nascidas, apds a FIV de odcitos que foram vitrificados, e a
padronizacdo da técnica permitiram que a criopreservacdo de o0citos deixasse de ser
considerada experimental (10) (11) (12).
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Embora pudesse ser utilizada para se evitar a formagdo de embriGes excedentes em
ciclos de RA, atendendo a questbes pessoais ou a legislacdes especificas, a criopreservacao de
odcitos ganhou importancia por se tornar uma opcao para preservar a fertilidade de mulheres
com um cancer ou outras doencas cujo tratamento pudesse comprometer a sua reserva ovariana
(13).

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou a ocorréncia de 600 mil novos casos de
cancer no Brasil no biénio 2016-2017, principalmente de prostata em homens e de mama nas
mulheres, sendo que algumas destas mulheres ainda estavam em idade reprodutiva.

Com os avangos no diagndstico e tratamento do cancer nas ultimas quatro décadas,
houve um aumento significativo nos indices de cura e sobrevida, passando a haver uma maior
valorizacdo da qualidade de vida dos sobreviventes (14).

A preservacdo da fertilidade passou a ser considerada um ponto muito importante,
principalmente para mulheres jovens que ndo tém a prole definida e desejam constituir uma
familia (1) (15).

Entretanto, a quimio e a radioterapia utilizadas no tratamento podem comprometer a
fertilidade futura (1) (2) (3) (16) (17) (18) (19) por afetarem a reserva folicular ovariana,
podendo causar infertilidade ou até amenorréia com sintomas de hipoestrogenismo (2).

Entre as estratégias existentes para se preservar a fertilidade em pacientes com cancer,
a criopreservacao de odcitos € uma das mais utilizadas atualmente, com taxas de gravidez
potencialmente significativas apos o descongelamento e FIV (15).

Vérias sociedades médicas que representam os oncologistas de todo o mundo
recomendam que se discuta a fertilidade futura e se ofereca as pacientes jovens com cancer, as
técnicas ja estabelecidas e experimentais de preservacdo da fertilidade. Entretanto, devido a
falta de informacéo a pacientes e médicos, pouca disponibilidade de centros especializados e
de pessoal capacitado, 0 acesso das pacientes a estas técnicas € dificultado (20). Para mudar
esta situacdo, € essencial uma maior colaboracdo entre o oncologista e o especialista em
infertilidade, assim como a divulgacao da oncofertilidade para a populagéo em geral e para os
profissionais de saude (21) (22) (23).

Além do céncer, ha outras doencas ou tratamentos que também podem comprometer a
fertilidade feminina como tumores ovarianos benignos, predisposi¢do genética, endometriose,
tratamento de doencgas autoimunes, exposicdo a toxinas ambientais e, até mesmo, riscos
ocupacionais (13). Pacientes com essas doengas tambeém seriam candidatas a preservacédo da
fertilidade.
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O grupo, que procura a criopreservagdo de o6citos, que mais cresce nos Ultimos anos é
0 de mulheres que tém desejo de serem méaes, mas que ndo véem possibidade de engravidar no
momento ou em um futuro proximo, seja por falta de parceiro ou questdes profissionais,
econdmicas ou pessoais. Essas mulheres temem pela diminuigdo da reserva ovariana e perda da
fertilidade com o passar do tempo, especialmente quando se aproximam dos 35 anos (20) (21).

As pacientes oncologicas e as que congelam 6vulos por razdes pessoais sdo diferentes
da populacdo usual de pacientes de uma clinica de RA, por se tratarem de pacientes nao
inférteis, embora na maioria dos casos, ndo terem a sua fertilidade testada.

Entre este dois grupos de mulheres existe, entretanto, uma diferenca. As pacientes que
procuram o congelamento de odcitos por adiamento da maternidade por questdes pessoais sdo
saudaveis, enquanto as pacientes oncoldgicas sdo portadores de uma doenca consumptiva,
potencialmente letal. Por esta razdo, questiona-se se as pacientes oncoldgicas, mesmo antes de
qualquer tratamento, teriam uma reserva ovariana menor, apresentando uma resposta inferior
durante a inducdo da ovulacdo, produzindo um nimero menor de odcitos por ciclo, para
criopreservacdo. Sabe-se que o impacto da malignidade nos parametros espermaticos € real e
ja bem estabelecido, mas pouco se sabe sobre a influéncia de disturbos malignos na funcao
ovariana (24) (25). Embora existam relatos de gravidezes bem sucedidas, apos ciclos de FIV,
em pacientes com algum tipo de malignidade nos ovarios, ndo ha um consenso de informagdes
disponivel sobre a qualidade ou taxa de fertilizacdo dos odcitos, quando comparados com dados
de respostas de pacientes que preservaram seus 00citos por questdes sociais (24) (26).

Alguns estudos tém sugerido a ocorréncia de um efeito negativo do cancer sobre a
reserva ovariana, mesmo antes de iniciar o tratamento da doenca. No entanto, outros estudos
ndo encontraram impacto significativo na reserva ovariana ou na resposta a estimulacdo dessas
pacientes. Os dados relativos a este assunto sdo conflitantes e o possivel efeito adverso do
proprio cancer permanece desconhecido (15) (26).

Devido a todas essas incertezas e divergéncias de resultados encontrados na literatura,
nosso estudo se prop0s a avaliar a resposta ovariana nos ciclos de criopreservagdo de o06citos
das pacientes que procuraram o servico de criopreservacdo na Clinica Pro-Criar Medicina
Reprodutiva de Belo Horizonte/MG, no periodo de janeiro de 2010 a abril de 2017,
comparando os casos de preservacao da fertilidade em pacientes oncoldgica e ndo oncoldgicas,

para determinar se qualquer diferenca pode ser atribuida ao diagnostico da doenca.
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OBJETIVOS

Nosso trabalho tem como objetivo avaliar se a ocorréncia de um diagnostico de cancer

interfere, de alguma forma, na resposta ovariana, previamente ao tratamento da doenca.

Objetivo geral: Comparar a resposta ovariana em ciclos de estimulagdo ovariana para
criopreservacao de oocitos, baseada no nimero de gametas maduros obtidos entre as pacientes

oncologicas e as ndo oncoldgicas (por adiamento da maternidadade).

Objetivos secundarios: Avaliar as diferencas antropomeétricas e a reserva ovariana medida pela
contagem de foliculos antrais nos dois grupos; comparar 0 numero de puncgdes, nimero de
odcitos obtidos e nimero de odcitos congelados por paciente; avaliar os tipos de cancer mais

incidentes e comparar a resposta ovariana entre as pacientes com tipos diferentes de cancer.
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MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo, através da andlise de prontuarios e do banco de
dados eletrénico do laboratorio com informacGes referentes aos ciclos de estimulacdo ovariana
para criopreservacdo de oocitos na Clinica Pro-Criar Medicina Reprodutiva, no periodo de
janeiro 2010 a abril de 2017.

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica (CEP) da Faculdade Ciéncias Médicas
de Minas Gerais (FCMMG)/ Fundacgédo Educacional Lucas Machado (FELUMA), identificado
pelo Certificado de Apresentagdo para Apreciacio Etica (CAAE): 60846116.0.0000.5134.

Critérios de inclusdo: Pacientes que foram submetidas a ciclos de estimulacdo ovariana
para criopreservacdo de odcitos devido a futuro tratamento oncoldgico ou por adiamento da
maternidade (autopreservacdo) no periodo de janeiro de 2010 a abril de 2017.

Critérios de exclusdo: Pacientes com prontuarios incompletos e pacientes inférteis que
criopreservaram odcitos como parte do seu tratamento de infertilidade.

Foram analisados 0s seguintes parametros: caracteristicas antropométricas (idade,
estado civil e indice de massa corporal [IMC]), caracteristicas clinicas das pacientes, indicacdo
para a criopreservacao, nimero de ciclos realizados por paciente, nimero de foliculos antrais,
protocolos de inducdo e numero de ampolas de gonadotrofina utilizadas, dia do ciclo em que
foi feita a puncdo, numero de o6citos obtidos e nimero de odcitos congelados.

Apbs a analise descritiva dos grupos, estes foram comparados em relagdo as suas

caracteristicas e em relacdo a resposta da inducao.
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Analise estatistica

As variaveis categoricas foram apresentadas como frequéncias absolutas e relativas, e
as numeéricas como média + desvio-padrdo. As varidveis numéricas foram submetidas ao teste
de normalidade de Shapiro-Wilk. Para comparacdo de médias entre dois grupos foi utilizado o
teste de Wilcoxon Mann-Whitney para amostras independentes. A associa¢do entre variaveis
categoricas foi avaliada via teste exato de Fisher ou teste qui-quadrado de independéncia. As
analises foram desenvolvidas no programa gratuito R versdo 3.3.2 e foi adotado nivel de

significancia de 5% nas anélises.
Calculo amostral

O tamanho da amostra sera calculado para se testar a diferenca entre 0 nimero médio de odcitos

obtidos entre pacientes oncoldgicas e ndo oncoldgicas utilizando a seguinte férmula (27).

1 Hi—a/2 ¥ B0 2 OpAa ooo

I:||:||:||:|=(1+I:I—)(I:If),|:||:'= -

em que o representa o desvio-padrdo do nimero de odcitos obtidos em estudo anterior, 91-a/2
e 01 Sd0 quantis da distribuicdo normal associados a significancia e ao poder do teste,
respectivamente e o € a diferenca minima que se deseja detectar entre as médias do nimero de
odcitos entre as pacientes oncoldgicas e ndo oncolégicas. Adotando nivel de significancia de
5%, poder minimo de 80%, o = 7,13 e desvio-padrdo de um estudo anterior (15), para se
detectar uma diferenca minima de 5,5 entre as médias sdo necessarias 23 pacientes oncolégicas

e 164 ndo oncoldgicas.



32

RESULTADOS

A amostra foi composta por 187 mulheres, das quais 23 (12,3%) realizaram a
preservacdo de odcitos por terem um diagndstico de cancer (pacientes oncoldgicas). As
restantes o fizeram por razdes pessoais (ndo oncologicas).

A idade média das mulheres foi de 35,13 £ 3,72 anos, e 51,6% delas tinham entre 36 e
40 anos. As pacientes oncoldgicas apresentaram idade média menor (p<0,001). O percentual
de pacientes com menos de 30 anos foi significativamente maior nas pacientes oncoldgicas.

Houve maior proporc¢édo de casadas ou em unido estavel (p=0,048) no grupo oncologico.
A maioria das pacientes era solteira, 57,6%, em toda a amostra (Tabela 1).

De acordo com a Tabela 2, 82,1% das pacientes apresentava peso normal a avalia¢do do
indice de Massa Corporal (IMC), nos dois grupos.

A histdria obstétrica das pacientes estd apresentada na Tabela 3. A maioria das mulheres
ndo teve nenhuma gravidez (85,5%), nenhum parto (95,1%) e nenhum aborto (89,6%) anterior
ao tratamento de criopreservacao.

A Tabela 4 nos mostra o nimero de puncdes, o6citos obtidos e odcitos congelados, por
paciente, de acordo com o grupo em que elas pertencem (ndo oncolégico ou oncoldgico). A
maior parte delas, 85,9%, realizou apenas uma puncao ovariana.

O tipo de protocolo, antagonista e numero de ampolas de gonadotrofinas utilizadas, de
acordo com os ciclos realizados, estdo representados na Tabela 6. Na maioria dos ciclos, tanto
para as pacientes do grupo nao oncoldgico quanto do grupo oncoldgico, foi usado o protocolo
Antagonista (74,4% e 86,4%, respectivamente). Para as pacientes do grupo ndo oncolégico, o
"trigger ovulatorio” mais utilizado foi o hCG, para o grupo oncoldgico o mais usado foi um
agonista do GnRH. O nimero médio de unidades de gonadotrofina (FSH e hMG) utilizado foi
2.288,1 + 1.159,4 para as pacientes ndao oncoldgicas e 2.355,9 +1.182 para as pacientes
oncoldgicas.

Para 28,3% das mulheres houve 13 dias de indug&o até o dia da punc¢éo ovariana (Tabela
7).

A Tabela 8 evidencia a resposta ovariana das pacientes dos dois grupos estudados, em
relacdo ao nimero de odcitos obtidos e nimero de odcitos congelados, por ciclo. N&o houve
diferenca significativa na resposta ovariana dos dois grupos e o nimero médio de odcitos
obtidos, para as pacientes nao oncoldgicas, foi 11,4 + 8 e para as pacientes oncoldgicas esse

numero foi 13,8 + 9. O nimero médio do odcitos maduros congelados foi 9,7 £ 7 para o grupo
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ndo oncoldgico e 11,2 + 7,2 para o grupo oncoldgico. A maioria (63,1%) das pacientes
estudadas congelou até 10 odcitos por ciclo.

O Gréfico 1 nos mostra a incidéncia dos tipos de cancer das pacientes estudadas em
nosso trabalho e a Tabela 9 nos fornece analises clinicas e resposta ovariana de acordo com as

subcategorias dos tipos de cancer.



TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas das pacientes, por grupo

34

L Toda a amostra N&o oncolégico Oncoldgico
Variaveis (n=187) (n=164) (n=23) P-valor
Idade* 35,13+ 3,72 35,72 + 3,07 30,96 £5,14 <0,001%
< 30 anos 22 (11,8%) 10 (6,1%) 12 (52,1%)
31 a 35anos 64 (34,4%) 59 (36,2%) 5(21,7%)
36 a 40 anos 96 (51,6%) 90 (55,2%) 6 (26,1%)
Acima de 40 anos 4 (2,2%) 4 (2,5%) -
Estado civil 0,048°
Casada/unido 60 (32,6%) 48 (29,8%) 12 (52,2%)
estavel
Divorciada, vilva* 18 (9,8%) 18 (11,2%) -
Solteira 106 (57,6%) 95 (59%) 11 (47,8%)

*Houve aperas uma viuva na amostra

Os p-valores referem-se aos seguintes testes: Qqui-quadrado de independéncia e WWilcoxon Mann-

Whitney para amostras independentes.

Tabela 2. indice de massa corporal (IMC) das pacientes, por grupo

Variaveis Toda a amostra  N&ao oncoldgico Oncolédgico P-valor
(n=187) (n=164) (n=23)
IMC (kg/m?) 22,69 + 3,16 22,64 + 3,24 23,03+2,63  0,481%
Baixo peso 5 (3,7%) 5 (4,3%) -
Peso normal 110 (82,1%) 95 (81,2%) 15 (88,2%)
Pré-obeso 15 (11,2%) 13 (11,1%) 2 (11,8%)
Obeso 4 (3%) 4 (3,4%) -

IMC - indice de massa corporal. As classificacdes de IMC (em kg/m?) foram determinadas da seguinte
forma: <18,5: baixo peso; 18,5 a 24,9: peso normal; 25 a 29,9: pré-obeso e =230: obeso (ABESO,

2009)

Os p-valores referem-se aos seguintes testes: Qqui-quadrado de independéncia e WWilcoxon Mann-

Whitney para amostras independentes.
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Tabela 3. Historia obstétrica das pacientes, por grupo, para criopreservagao

L Toda a amostra N&o oncoldgico Oncoldgico P-
Variaveis (n=187) (n=164) (n=23) valor
N° gravidezes 0,530F
Nenhuma 148 (85,5%) 130 (86,1%) 18 (81,8%)
Uma ou duas 25 (14,5%) 21 (13,9%) 4 (18,2%)
N° partos 0,257F
Nenhum 154 (95,1%) 136 (95,8%) 18 (90%)
Um ou dois 8 (4,9%) 6 (4,2%) 2 (10%)
N° abortos 0,476F
Nenhum 155 (89,6%) 134 (88,7%) 21 (95,5%)
Um ou dois 18 (10,4%) 17 (11,3%) 1 (4,5%)

Os p-valores referem-se aos seguintes testes: Qqui-quadrado de independéncia, Fexato de Fisher e
WWilcoxon Mann-Whitney para amostras independentes.

Tabela 4. Numero de puncdes, odcitos obtidos e congelados por paciente, para

criopreservagao
Variaveis Toda a amostra N&o oncoldgico Oncolégico P-
(n=187) (n=164) (n=23) valor
N° puncgdes i}
Uma 158 (85,9%) 138 (85,7%) 20 (87%)
Duas 19 (10,3%) 16 (9,9%) 3 (13%)
Trés ou mais 7 (3,8%) 7 (4,3%) -
N° od4citos obtidos 13,36 + 9,13 13,04 + 9,12 15,57 + 9,11 0,164%W
Até 10 83 (45,4%) 75 (46,9%) 8 (34,8%)
11a20 66 (36,1%) 56 (35%) 10 (43,5%)
21a30 23 (12,6%) 21 (13,1%) 2 (8,7%)
> 30 11 (6%) 8 (5%) 3 (13%)
N° o6citos Ml w
11,27 + 8,04 11,08 + 8,17 12,65+ 7,11 0,174
congelados
Até 10 99 (54,1%) 89 (55,6%) 10 (43,5%)
11a20 63 (34,4%) 53 (33,1%) 10 (43,5%)
21a30 16 (8,7%) 13 (8,1%) 3 (13%)
> 30 5 (2,7%) 5 (3,1%) -

Os p-valores referem-se aos seguintes testes: Qqui-quadrado de independéncia, Fexato de Fisher e
WWilcoxon Mann-Whitney para amostras independentes.
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Tabela 5. Numero de foliculos antrais, por ciclo

L Toda a amostra Nao oncoldgico Oncoldgico P-
Variaveis (n=218) (n=192) (n=26) valor
Ne° foliculos antrais* 0,341°
<10 23 (18,1%) 22 (20%) 1 (5,9%)
10 a 20 75 (59,1%) 64 (58,2%) 11 (64,7%)
> 20 29 (22,8%) 24 (21,8%) 5 (29,4%)

Os p-valores referem-se aos seguintes testes: Qqui-quadrado de independéncia, Fexato de Fisher e
WWilcoxon Mann-Whitney para amostras independentes.

Tabela 6. Tipo de protocolo de inducéo, trigger ovulatério, e quantidade de

gonadotrofina utilizada, por ciclo

N&o oncoldgico Oncoldgico

Variaveis (n=192) (n=26) P-valor
Protocolo de )
inducgao

Antagonista 120 (77,4%) 19 (86,4%)
Longo ou microflare 26 (16,8%) 1 (4,5%)
Outros 9 (5,8%) 2 (9,1%)
Trigger ovulatério* -
hCG 51 (39,8%) 5 (25%)
Agonista 55 (43%) 15 (75%)
Ovidrel 22 (17,2%) -
Unidades de 2.2775+1.161 2.355,9+1.182 0,827V

gonadotrofina

* Varidveis apresentam missings
** Na categoria “outros” foram incluidos cc + gonad, gonadotrofina, Irvine, soft e

outros
Os p-valores referem-se aos seguintes testes: Qqui-quadrado de independéncia e WWilcoxon Mann-
Whitney para amostras independentes.
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Tabela 7. Duracdo da estimulac&o ovariana, por ciclo

L Toda a amostra N&o oncoldégico Oncolégico P-
Variaveis (n=218) (n=192)g (nzzg) valor
Dia da puncao* -
9 a 11 dias 17 (13,4%) 14 (12,7%) 3 (17,6%)
12 dias 24 (18,9%) 19 (17,3%) 5 (29,4%)
13 dias 36 (28,3%) 32 (29,1%) 4 (23,5%)
14 dias 32 (25,2%) 28 (25,5%) 4 (23,5%)
15 dias 11 (8,7%) 11 10%) -
Mais del6 dias 7 (5,5%) 6 (5,5%) 1 (5,9%)

* Variaveis apresentam missings
Os p-valores referem-se aos seguintes testes: Qqui-quadrado de independéncia, Fexato de Fisher e
WWilcoxon Mann-Whitney para amostras independentes.

Tabela 8. NUmero de odcitos obtidos e congelados, por ciclo

L Toda a amostra N&o oncoldégico Oncolégico P-
Variaveis (n=218) (n=19:2)g (nzzg) valor
N° od4citos obtidos 11,4+8 13,8+ 9 0,185%
Até 10 115 (53,7%) 104 (55,3%) 11(42,3%)
11a20 71 (33,2%) 61 (32,4%) 10(38,5%)
21a30 20 (9,3%) 17 (9%) 3 (11,5%)
> 30 8 (3,7%) 6 (3,2%) 2 (7,7%)
N° o6citos Mil 97+7 11,2+£7,2 0,251%
congelados
Até 10 135 (63,1%) 122 (64,9%) 13 (50%)
11a20 60 (28%) 50 (26,6%) 10(38,5%)
21a30 15 (7%) 12 (6,4%) 3 (11,5%)
> 30 4 (1,9%) 4 (2,1%) -

Os p-valores referem-se aos seguintes testes: Qqui-quadrado de independéncia, Fexato de Fisher e
WWilcoxon Mann-Whitney para amostras independentes
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Gréfico 1. Incidéncia dos tipos de cancer, por ciclo
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Tabela 9. Resposta ovariana de acordo com o cancer

Mama Outros

Variaveis (n=13) (n=10) P-valor
Idade (anos) 32,46 + 4,48 29 + 5,50 0,249
IMC (kg/m?) 23,50 + 3,10 22,16 +1,19 0,462V
Ne foliculos antrais 15,36 + 4,97 17,83+9,43  0,920%
N° odcitos obtidos 14,85 + 9,49 16,50 £9,02 0,534
N° odcitos congelados 11,85+ 7,34 13,70+7,04  0,533%

Os p-valores referem-se ao teste de Wilcoxon Mann-Whitney para amostras independentes.
IMC — indice de massa corporal
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DISCUSSAO

A preservacdo da capacidade reprodutiva das mulheres é um objetivo perseguido ha
muito tempo pelas mulheres e especialistas em Medicina Reprodutiva. A diminuicao da reserva
ovariana com a idade, seguida de seu esgotamento na menopausa, tém impedido muitas
mulheres de realizarem o sonho de serem mdes. Um grupo especifico de mulheres passou a ter
um interesse especial na preservacdo da fertilidade; aquelas pacientes jovens, com diagnostico
de cancer com bom prognostico, mas cujo tratamento, por quimioterapia, radioterapia ou
mesmo cirurgia irdo comprometer as chances de gravidez futura (21).

A escolha de um tratamento menos agressivo para as génadas deve ser tentada, mas
nem sempre € possivel. O uso de medicamentos como os analogos do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) para a protecdo ovaiana durante a quimioterapia tem eficaciadiscutivel
(28) e 0 congelamento de tecido ovariano, embora ja tenha produzido cerca de uma centena de
nascimentos, ainda é considerado experimental (29).

Por outro lado, a criopreservacdo de odcitos maduros (M) se tornou nos ultimos anos,
uma opcéo estabelecida, com protocolos bem definidos e bons resultados. O desenvolvimento
da técnica de vitrificagdo permitiu que a criopreservacdo de odcitos se tornasse uma técnica
segura e efetiva, sendo uma opcdo extremamente atrativa para aquelas que desejam preservar
sua fertilidade (12) (21) (30).

Alem das pacientes oncoldgicas, outras mulheres com necessidade de adiar a
possibilidade de gestar, por doencas benignas ou projetos pessoais de vida, também passaram
a prcurar esta alternativa, aumentando drasticamente a demanda por estas técnicas (21).

Vaérios estudos recentes reportaram resultados de gravidez com a transferéncia de
embrides provenientes de odcitos congelados, similares aos ciclos de fertilizacdo de odcitos "a
fresco". A maioria destes estudos foi realizada com odcitos doados por mulheres jovens ou
mulheres inférteis e saudaveis, nao portadoras de cancer (12) (31).

Embora ndo existam muitos trabalhos que comprovem a relacdo do cancer com a
reducdo ou comprometimento da reserva ovariana, sabe-se que durante o desenvolvimento do
tumor, varias moléculas imunossupressoras sdo liberadas de células cancerigenas, assim como
substancias tdxicas para o organismo, que contribuem para o estabelecimento de um ambiente
imunossupressor do tumor (32).

A qualidade dos od6citos dessas pacientes oncoldgicas sé poderia ser avaliada com a

corréncia de gestacOes e nascimentos, em comparagdo com um grupo controle. Porém, esses
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estudos sdo dificeis de serem feitos, j& que ndo existe ainda um grande nimero de mulheres
sobreviventes ao cancer que tentou engravidar com 6vulos congelados.

Podemos, entretanto, avaliar indiretamente a reserva ovariana através da resposta a
estimulacdo ovariana para a coleta dos o6citos para criopreservacdo, e compara-la com um
grupo controle. A reserva ovariana consiste no potencial reprodutivo dos ovérios e relaciona-se
com o numero e qualidade dos odcitos remanescentes. Uma boa maneira de se medir essa
reserva é atraves da contagem de foliculos antrais e medicdo do volume ovariano por
ultrassonografia. Esta medida, realizada até o 3° dia do ciclo mentrual, apresenta uma boa
relacdo com a resposta ovariana a inducdo com gonadotrofinas e uma relacéo indireta com a
reserva ovariana (33).

Para o nosso estudo, utilizamos como desfecho para se comparar a reserva ovariana
entre as pacientes oncoldgicas e ndo oncoldgicas o numero de odcitos maduros (MII)
congelados, por ciclo. O grupo controle utilizado foi o de mulheres saudaveis que
criopreservaram seus 00citos por razfes pessoais. Nao incluimos no estudo as pacientes que
congelaram odcitos como parte do tratamento de infertilidade porque estas pacientes, por serem
inférteis, poderiam ter alteracdes na reserva ou resposta ovariana. Entendemos que as pacientes
que procuram a criopreservacdo de o0citos por razGes pessoais seriam um grupo controle
adequado, pois sdo saudaveis e potencialmente férteis.

Analisando nossos dados, considerando o numero de ciclos de FIV que a clinica realiza
e o potencial de pacientes jovens com diagndstico de cancer, entendemos que o numero de
pacientes oncoldgicas que congela seus o0citos ainda é pequeno. Varias sao as razdes aventadas
para esta situacdo, que ocorre em quase todos os paises. Sdo, principalmente, a falta de
informacdo de médicos e pacientes, dificuldade de se criar um fluxo entre oncologistas e
especialistas em medicina reprodutiva para inicio rapido do tratamento e, obviamante, o custo
envolvido. Por isso, enfatizamos a necessidade de uma abordagem multidisciplinar para estas
mulheres, criando uma melhor comunicacgéo entre todas as areas envolvidas, afim de se evitar
atrasos desnecessarios na avaliacdo da paciente e do tratamento. Embora a estimulagéo ovariana
demande um certo tempo, o inicio aleatdrio da inducdo (random start) permite que se consiga
obter odcitos maduros em em até 14 dias, na grande maioria dos casos, Como na nossaamostra
(34) (35) (36). A questdo dos custos associados também é um problema e o ideal seria que 0
setor pablico e a saude complementar assumissem o procedimento, a exemplo de paises
europeus.

A idade das pacientes oncoldgicas foi um pouco inferior a idade das pacientes que

criopreservaram seu 00citos por raz@es sociais (Tabela 1). As pacientes oncoldgicas tiveram
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uma média de 30,9 anos e sua maioria (52,1%) tinha entre 19 e 30 anos, enquanto 0 outro grupo
teve média de 35,7 anos. As pacientes com desejo de adiar a maternidade tendem a procurar a
criopreservacao de odcitos proximo aos 35 anos, quando véem que nao poderdo engravidar nos
anos seguintes. J& as pacientes oncoldgicas procuram ajuda no momento do diagnostico. O
grupo tende a ser mais jovem, pois as mulheres com idade mais avangada ja podem ter tido os
filhos que desejavam antes deste diagnostico (37).

O fato das pacientes serem mais jovens poderia, em tese, ter influenciado nos resultados
deste grupo, no que diz respeito ao nimero de odcitos obtidos e nimero de odcitos congelados.
Entretanto, a média de 35 anos dos controles ainda é considerada baixa, havendo pouca
diferenca nos resultados de FIV entre os 30 e 35 anos, por isto, avaliamos que o impacto desta
diferenca nos resultados seria pequeno.

O grupo das pacientes que criopreservaram seus 00citos por razfes sociais foi
constituido principalmente por solteiras. Este dado reflete a preocupagéo destas mulheres com
a reducdo da capacidade reprodutiva com o passar dos anos e tentativa de manter uma
oportunidade de gravidez futura. O ambiente sociocultural contemporaneo indubitavelmente
leva as mulheres a procurarem estabilidade econdmica, profissional e pessoal antes de
constituirem familia. Conforme descrito por alguns autores, a dificuldade de se encontrar o
parceiro adequado e a falta de compromisso dos casais de se criar uma familia sdo duas das
principais razdes para se adiar a maternidade (21) (38).

Nas pacientes oncologicas, assim como em outros estudos, o cancer de mama foi 0 mais
incidente (15) e o que nos chama atencg&o é o fato das pacientes com esse tipo de cancer terem
uma idade mais avangada, quando comparadas as outras pacientes, apesar dessa diferenca nao
ser estatisticamente significante.

Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa entre os dois grupos de
pacientes (ndo oncoldgicas e oncoldgicas) com relacdo ao nimero de ciclos realizados. A
grande maioria (85,9%) realizou apenas uma puncao ovariana (Tabela 4). N6s esperavamos um
namero maior de pungdes no grupo ndo oncoldgico, ja que essas pacientes teriam mais tempo
para repetir a inducdo e garantir um nimero maior de oocitos para fertilizacdo futura. Ja o
pequeno namero de pacientes oncoldgicas que realizaram mais de um ciclo pode ser explicado
pelo curto tempo que elas tem até o inicio do tratamento do cancer. Elas necessitam de um
rapido encaminhamento a um profissional da area de RA para iniciar a indugdo hormonal até a
puncédo ovariana e congelamento dos odcitos. A utilizagdo do protocolo antagonista pela grande
maioria (86,4%) das pacientes oncoldgicas pode ser justificada por ser um protocolo mais curto,

com menor tempo para se iniciar a estimulagdo, minimizando o tempo até o inicio do tratamento
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oncolégico (32). O uso recente do inicio aleatério da inducdo (random start) e a dupla
estimulacdo podem aumentar a possibildade de se fazer mais de um ciclo em pouco tempo,
procurando-se obter um grande numero de o6citos para aumentar as chances de gravidez futura
(39). Né&o esté claro qual seria 0 numero ideal de odcitos necessarios para se garantir uma
gestacdo, mas trabalhos recentes estimam um numero de 10 a 15 odcitos necessarios, para
pacientes de até 35 anos, para se obter um platd de probabilidade de nascimento de 85,2% (21).
A maioria (63,1%) das nossas pacientes teve até 10 odcitos MII congelados, o que indica uma
probabilidade de nascimento de 40,8%, segundo Cobo et al., considerando nossas pacientes de
até 35 anos. Como o grupo oncologico foi composto, em sua maioria, por pacientes de até 30
anos, essa estatistica se aplica muito bem. Ja o grupo ndo oncoldgico teve uma média de idade
entre 36 e 40 anos e, para ele, a probabilidade de nascimento cai para 25,8%, utilizando de 8 a
10 odcitos. Para se atingir um platd de 35,6% de probabilidade de nascimento, esse grupo
deveria ter uma média de 11 odcitos MII.

Embora n&o tenha sido nosso principal desfecho, pudemos observar que a contagem de
foliculos antrais antes da inducdo néo foi difrente entre os dois grupos (59,1% tiveram entre 10
e 20 foliculos antrais), 0 que sugere nao ter havido efeito do cancer na reserva ovariana dos
dois grupos (Tabela 5) (33).

O nosso objetivo principal foi avaliar a resposta ovariana & inducdo, medida pelo nimero
de odcitos obtidos e congelados. Ndo houve diferenca no nimero de o6citos obtidos por ciclo
(Tabela 8), sendo que o grupo ndo oncoldgico teve uma média de 11,4 o6citos e 0 grupo ndo
oncolégico de 13,8 odcitos. A média de MII congelados foi 9,7 e 11,2, respectivamente. A
maioria das pacientes obteve até 10 odcitos em cada ciclo, nos dois grupos (40) (41). O nimero
de odcitos criopreservados também ndo apresentou diferenca significativa entre as pacientes
oncologicas e ndo oncoldgicas, o que € bastante promissor, pois 0s 00citos criopreservados sao
aqueles considerados maduros e com boa qualidade a anéalse microscopica ou seja, que tem o
potencial de serem fertilizados pela técnica da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide
(ICSI), formarem embrides para serem transferidos e gerarem uma possivel gravidez.

Os dados do nosso trabalho corroboram estudos ja existentes que dizem que o cancer
ndo impacta significativamente a reserva ovariana e a resposta a estimulacdo das pacientes
doentes, ja qua a maioria das pacientes que preservam sua fertilidade antes do tratamento de
cancer ndo tem histérico de infertilidade. Com aconselhamento apropriado e cuidados
multidisciplinares, pacientes precocemente diagnosticadas com cancer podem ter resultados
semelhantes, com relacdo a resposta ovariana a inducédo hormonal, aquelas que ndo possuem a
doenca e de idade semelhante (2) (15) (40) (41).
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Alguns autores encontraram resultados distintos em seus resultados. Alvarez et al.
relataram que pacientes com cancer hematologico ou de mama obtiveram um maior nimero de
oocitos MIl em comparagdo com pacientes com cancer ginecoldgico. Pal et al. também
constataram uma influéncia negativa na qualidade e comportamento dos odcitos dos dois grupos
(oncoldgico e controle): uma significante redugdo na porcentagem de o6citos maduros obtidos,
além de uma menor taxa de fertilizacdo nas pacientes oncoldgicas, quando comparadas com o
grupo controle (15) (24). Talvez o fato de nossas pacientes oncol6gicas ndo apresentarem um
estagio de doenca avangado, o cancer ndo tenha influenciado negativamente a resposta
ovariana.

Alguns estudos tentaram separar a resposta ovariana das pacientes de acordo com o tipo
de cancer, na tentativa de esclarecer se as diferentes formas da doencas influenciavam a resposta
ovariana. Alvarez et al. relataram que pacientes com cancer ginecoldgico tinham um menor
namero de odcitos Ml obtidos, quando comparados com pacientes que tinham cancer de mama
e cancer hematologico (15).

De acordo com nossa casuistica, dividimos nossas pacientes oncoldgicas em dois
grupos: cancer de mama e outros. N&do encontramos diferenca significativa entre as idades,
IMC, nimero de foliculos antrais, nimero de odcitos obtidos e nimero de odcitos congelados
entre esses dois grupos. Nosso resultado pode ter sido influenciado pelo pequeno nimero de

pacientes oncologias da nossa amostra.
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CONCLUSAO

Em nosso trabalho foi possivel verificar que a resposta a estimulacdo ovariana das
pacientes oncologicas e ndo oncologicas € semelhante, ja que o nUmero de odcitos obtidos e
congelados dos dois grupos estudados foi semelhante.

Pacientes com cancer com bom prognostico e cujo tratamento poderd comprometer a
fertilidade podem ser submetidas a estimulagdo ovariana e coleta de Ovulos para
criopreservacao, mantendo chances reais de uma gravidez futura, com o auxilio das técnicas
reproducao assitida ja bem estabelecidas.

Acreditamos que a mesma atencdo deve ser dada aquelas pacientes que desejam
criopreservar seus o0citos para uma futura gravidez, ja que a demanda pela preservacao social
esta crescendo a cada dia. Uma idade materna avancgada se traduz em um aumento do risco de
ndo se ter filhos. Além disso, tratamentos de RA s&o mais eficazes e trazem melhores resultados
em pacientes mais jovens, que respondem melhor aos medicamentos e tem menos chances de
ter odcitos aneupldides.

Acreditamos que a maior limitacdo do nosso estudo foi 0 pequeno nimero de pacientes
oncolégicos por isso, sugerimos que mais estudos sejam feitos, em parceria com outros centros,
para que um maior nimero de dados seja analisado e os resultados representem melhor o que

ocorre com essa populacdo de mulheres.
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